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(57) La presents invention conceme un procede 
de preparation d'un conjugue polyethylenegly- 
col(ou derives)-peptide, et plus particuliere- 
ment d'un conjugue polyethy1eneglycol(ou 
deriv6s)-hirudine. Elle conceme egalement le 
conjugue polyethyleneglycol(ou derives)-hin> 
dine obtenu et son emploi a titre de medica- 
ment pour le traitement des thromboses. 
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La present invention concerns un procede de preparation d'un conjugue poiyethy)eneglycol(ou derives)- 
peptide, ci-apres PEG-peptide, t en particuli r d'un conjugue polyethylen glycol(ou derives)-hirudine (PEG- 
hirudine). 

Les composes tels que ie polyethyleneglycol etses derives, ci-apres PEG, ou le Dextran sont connus pour 
5 ne pas etre immunogenes chez Thomme et ieur utilisation en association avec des proteines a usage phar- 
macoiogique a deja ete propose pour prolonger la demi-vie de ces proteines in vivo . 

Ainsi, un peptide tel que I'hirudine dont la source principals se trouve dans les giandes saiivaires des 
sangsues medicinaies sous forme d'un melange de peptides de 65 et 66 acides amines, connue pour ses pro- 
prietes inhibitrices fares specif iques et tres eff icaces de la thrombine, est elimine tres rapidement de la circu- 
it? lation sanguine. Son temps de demi-vie est d'environ 1 h. II est done tres interessant de prolonger la demi-vie 
in vivo de I'hirudine en particulier pour son utilisation dans la prophylaxis des thromboses. 

Pour augmenter la demi-vie de I'hirudine in vivo , un conjugue Dextran- hi rud in e a ete produit par P. Crause 
(EP-A-0 345 616). Bien que la demi-vie du Dextran-hirudine soit augmentee in vivo chez le rat par rapport a 
la demi-vie de I'hirudine libre, le rendement du procede de couplage de I'hirudine au Dextran est tres faible 
15 puisqu'on observe une perte de plus 70% de I'activite de I'hirudine conjuguee. 

Le couplage PEG-peptide est egalement connu et est generalement obtenu par une liaison covalente. 
Le procede de couplage du PEG a un peptide comprend les deux etapes principales d'activation du PEG, 
et de couplage du PEG active au peptide. 

La premiere etape d'activation est generalement limitante pour le rendement final en conjugue obtenu. 
20 En effet, la technique anterieure propose des precedes d'activation du PEG qui necsssitsnt une etape de 
purification et de recuperation du PEG active, realises avec des rendements faibles. 

Ainsi Beauchamp et al. (Analytical Biochemistry 1983, 131 ; 25-33) decrivent un procede d'activation du 
PEG par reaction avec du carbonyldiimidazole dans ie dioxane, qui comprend une etape de purification du PEG 
active par dialyse extensive contre I'eau et lyophilisation. 
25 Cette dialyse etant extensive pose des problemes pour son application a I'echelle industrielle. Par ailleurs, 
le PEG active se desactive en milieu aqueux, ce qui entraine une baisse du rendement de la reaction d'acti- 
vation due a I'etape de dialyse. 

La presente invention concerne done un procede de preparation d'un conjugue PEG-peptide d'utilisation 
simple et rapid e, applicable a i'echelle industrielle. La presente invention concerne avantageusement un pro- 
30 cede de preparation d'un conjugue PEG-hirudine, dont au moins 80% de I'hirudine est couple au PEG et les 
conjugues obtenus ont une activite voisine de 100% par rapport a I'hirudine de depart. 

Le procede selon la presente invention comprend les etapes connues d'activation du PEG dans un solvant 
anhydre approprie, de recuperation du PEG et sa reaction avec un peptide. 

Par PEG, ou polyethyleneglycol et ses derives, on entend principal ement le polyethyleneglycol et les mo- 
35 noethers aliphatiques inferieurs en C r C 6 du polyethyleneglycol, egalement les monoethers aromatiques ou 
monoesters du polyethyleneglycol, ainsi que les derives polyglycoles comprenant au moins 90% de motifs 
ethyleneglycol par rapport au nombre total de motifs monomeres. 

II a ete trouve d'une maniere inattendue que ie PEG active a I'atde d'un agent d'activation choisi parmi le 
carbonyldiimidazole, le N-hydroxysuccinimide et le 2,3,5-trichloroformiate pouvait etre simplement purif ie par 
40 precipitation a partir du melange d'activation a I'aide d'un solvant organique hydrophobe et rester actif pour 
i'etape ulterieure de condensation surun peptide. 

Le solvant organique hydrophobe est choisi parmi les solvants aprotiques apolaires ou peu polaires, parmi 
lesquels on trouve les ethers aliphatiques et les hydrocarbures. 

D'une maniere avantageuse, ce solvant organique hydrophobe est selectionne parmi Tether ethylique, le 
45 pentane, Thexane ou I'heptane, de preference Tether ethylique. 

Le PEG active est alors recupere par filtration puis lyophilise. 

La reaction d'activation du PEG est effectuee dans un solvant anhydre approprie, preferential ement dans 
un solvant aprotique polaire. 

Ce solvant anhydre approprie sst generalement choisi parmi le dioxane, le dimethylformamide, Tacetoni- 
50 trile, le dimethyisutfoxyde ou le tetrahydrofurane. 

D'une maniere preferentielle, le PEG est active a Taide de carbonyldiimidazole comme agent d'activation. 

Le rapport molaire entre Tagent d'activation et le PEG, lors de Tactivation de ce dernier est compris entre 
5 et 50, de preference entre 1 0 et 20. 

Le PEG employe dans I procede selon la presente inv ntion a un poids moleculaire compris entre 2.000 
55 1 100.000, avantageusem nt compris entre 2.000 et 50.000, et st choisi parmi I polyethyleneglycol et les 
monoesters aliphatiques en C r C Q du polyethyleneglycol. 

Le PEG active obtenu par reaction avec le carboxydiimide peut alors etre represents par la formule gene- 
rale I, suivante : 
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R-(O(CH 2 ) 2 ) n -0-C-N ! (I) 



R pouvant dtre notamment, d'une maniere indiff6rente, un atome d'hydrogene, un radical alkyle en C r C 6 ou 
un groupement carboxy-imWazole, n etant compris entre environ 45 et environ 2.400. 
Le couplage avec le peptide est effectue a pH legerement alcalin en substituant le noyau imidazole par une 
10 fonction amine libre du peptide. 

Le conjugue obtenu peut alors Stre represents par la formule generale II, survante : 

R-(O(CH 0 )J -O-C-NH-Peptide (II) 
z / n /j 



R et n etant def inis pr6cedemment 

D'une maniere particulierement avantageuse, le proc^de selon la presente invention est employe pour la 

preparation d'un conjugue PEG-hirudine. 
20 Par hirudins, on entend I'hirudine naturelle extra ite des glandes salivaires des sangsues medicinal es, ses 

variants naturels dont certains ont ete designes par HV1, HV2 et HV3, ainsi que les variants et analogues pro- 

duits par genie gen6tique et conservant leur activite anti-thrombotique. 

La preparation de ces peptides par genie g^netique a ete d6crite en particulier dans les demandes de bre- 
vets EP-A-0 158 564, EP-A-0 200 655, EP-A-0 273 800 et EP-A-0 332 529. 
25 L'hir udi ne comprend plusieurs grou pements Lysine dans sa sequence peptidtque. Le PEG active peut done 

se fixer de facon aleatoire sur la fonction N-terminale du peptide ou I'une quelconque des fonctions amine des 

d if fe rents grou pements Lysine. 

Or, de maniere inattendue, le PEG active ne se fixe pas sur Famine N-terminale de I'hirudine, ce qui permet 

d'obtenir un conjugue avec une activite anti-thrombotique voisine de celle du peptide seul. 
30 En consequence, la presente invention concerne egalement un precede de preparation d'un conjugue 

PEG-hirudine qui comprend : 

a) I'activation du PEG par reaction avec le carbonytdiimidazole dans un solvant anhydre approprie, 

b) la recuperation du PEG active par precipitation a I'aide d'un solvant hydrophobe, 

c) la condensation du PEG active sur I'hirudine ou ses variants, en milieu legerement alcalin, et 
35 d) la purification du conjugue obtenu. 

Les etapes a), b) et c) de preparation du PEG active et de sa condensation sur le peptide sont effectu£es 
dans les conditions op6ratoires decrites pr6cedemment 

L'etape d) de purification du conjugue PEG-hirudine obtenu est g6neralement effectu6e par chromatogra- 
phic en deux etapes : 

40 d 1) par chromatographic sur echange d'anions pour eiiminer Pexces de PEG qui n'aurait pas r6agit, suivie 

d'une 

d2) chromatographie de phase inverse pour separer le conjugue obtenu de I'hirudine libre residuelle. 

La resine echangeuse d'anions employee pour d1) est avantageusement une D-s6ph arose ou Q-s£pha- 
rose, et la phase inverse de d2) une phase RP300 ou RP8. 
45 Le rendement en hirudine conjugu£e obtenue.presentant une activite anti-thrombotique, est superieur a 

60%. 

D'une maniere avantageuse, le precede selon la presente invention est employe sur le variant de I'hirudine 
HV2-Lys47. 

Enfin, la presente invention concerne egalement les conjugu6s PEG-hirudine obtenus parle proc£d£ de- 
50 crit precedemment et leur emploi comme agent therapeutique destine a traiter les thromboses. 

Les exemples ci-apr£s, au regard des figures en annexe, sont destines a illustrer la presente invention, 
pour la preparation du PEG active, celle d'un conjugue PEG-hirudine et I'activite anti-thrombotique du conjugue 
obtenu. 

La figure 1 represent un chromatogramm obtenu apres chromatographi du monomethyietherPEG 
55 5.000-rHV2-Lys47 (MPEG 5.000-rHV2-Lys47) sur la colonne RP300. L'6lution des proteines est suivie au cours 
du temps par une mesure de ia densite optique (DO) a 215 nm. 

La figure 2 repr£sente un chromatogramme obtenu apr£s chromatographie du PEG 50.000-rHV2-Lys47 
sur la colonne Lichrosphere RP8. L'eiution des proteines est suivie au cours du temps par une mesure de la 
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DO £ 280 nm. 

La f igure 3 repres rite, sous forme de graph , la concentration plasmatiqued rHV2-Lys47 fibre ou conju- 
gue n fonction du t mps, lors de Texperlence sur une courte periods decrite a r x mple 7c. 

La figure 4 repr6sente, sous forme de graphe, le pourcentage d'activite de rHV2-Lys47 libre ou conjuguee 
5 en fonction du temps, lors de ('experience sur une longue periode decrite a I'exemple 7c. 

EXE MPLE 1 : preparation du monomethylether PEG (5.000) (MPEG 5.000) active. 

Toute la reaction deactivation du MPEG 5.000 s'effectue en milieu anhydre. II convientdonc dans un premier 

10 temps d'eliminer toute trace d'eau pouvant etre presente dans les constituants du milieu reactionnel. Les stocks 
de MPEG 5.000 (Merck) et de N.N'-Carbonyldiimidazole (CDI) (AJdrich) sont conserves dans un dessicateur 
contenantdu gel de si I ice pourcapterl'eau. Dutamismolecu!airede5 A(Prolabo) estseche dans un four monte 
a 400°C, puis on laisse descendre la temperature a 50°C et on ajoute le tamis moleculaire a 500 ml de dioxane 
(SDS) pour capter Teau presente dans le sotvant. 

15 25 g (environ 4 mmoles) de MPEG sont ajoutes a 8,1g (environ 50 mmoles) de CDI et le melange est lyo- 
philise au moins 2h. La poudre sechee est alors reprise dans 50 ml de dioxane et la reaction d'activation du 
MPEG 5.000 par le CDI s'effectue pendant 2h a 37°C sous agitation. Les molecules de MPEG 5.000 n'ayant 
qu'un seul groupement hydroxy libre, elles n'ont qu'un seul site d'activation possible. 

La recuperation du MPEG 5.000 active se fait par precipitation a Tether. Lorsque la temperature du milieu 

20 de reaction est descendue a 20°C ou moins, on ajoute 2 volumes d'ether en agitant ce qui fait precipiter ins- 
tantanement le MPEG 5.000, alors que le CDI en exces et I'imidazole libere lors de la reaction restent en so- 
lution. La solution est ensuite f iltree sur un f iltre Whatmann 44, le f iltre est lave avec de Tether et le precipitat 
de MPEG 5.000 active lyophilise est repris dans 50 ml de dioxane et reprecipite par de Tether comme decrit 
ci-dessus. Apres filtration, le MPEG 5.000 active est lyophilise toute la nuit, puis il est conserve dans un des- 

25 sicateur con ten ant du gel de silice de facon a le preserver de Teau. 

EXEMPLE 2 : Preparation du PEG 50.000 active. 

Toute la reaction d'activation du PEG 50.000 s'effectue en milieu anhydre. Pour el iminer toute trace d'eau, 
30 le PEG 50.000, le CDI et le dioxane sont traites comme decrit dans Texemple 1 . 

19,2g (environ 384 pinoles) de PEG 50.000 sont ajoutes a 1g (environ 6 mmoles) de CDI et le melange 
est lyophilise au moins 2h. La poudre sechee est alors reprise dans 50 ml de dioxane et la reaction d'activation 
du PEG 50.000 par le CDI s'effectue pendant 15h a 60°C sous agitation. Les molecules de PEG 50.000 ont 
deux groupements hydroxy libres, it y a done deux sites potentiels d'activation par molecules de PEG 50.000. 
35 Le PEG 50.000 active est recupere par precipitation a Tether comme decrit dans Texemple 1 . On recupere 

18,6g de PEG 50.000 active. 

EXEMPLE 3 : Couplage du MPEG (5.000) active avec de rhirudine rHV2-Lys47. 

40 A. Conjugaison du MPEG 5.000 a rHV2-Lys47 

3g (environ 0.5 mmole) de MPEG 5.000 active de Texemple 1 sont melanges a 15 mg (environ 2 umoles) 
de rHV2-Lys 47 dans 25ml de tampon borate 1 00 mM a pH 8,4. Le milieu de reaction est laisse 12h a 4°C sous 
agitation. Le MPEG 5.000 active se desactivant rapidementau contact avec Teau, on rajoute 3g de MPEG 5.000 
45 active dans le milieu de reaction environ toutes les 12h, 4 fois de suite. Apres la quatrieme addition de MPEG 
5.000 active, le milieu de r6action est laisse encore 48h a 4°C. 

B. Purification du conjugue MPEG 5.000-rHV2-Lys 47 

50 La purification du conjugue MPEG 5.000-rHV2-Lys47 se fait en 2 etapes : 

i) une chromatographic d'echange d'anions permet deliminer Texces de MPEG 5.000 qui n'est par retenu 
alors que le MPEG 5.000-rHV2-Lys 47 et rHV2-Lys47 libre sont adsorbes sur la colonne. 

ii) une chromatographie de phase inverse permet de separer rHV2-Lys47 libre residue! I e du MPEG 5.000- 
rHV2-Lys47. 

55 

1. Chromatographie d'echang d'anions sur Q-Sepharose . 

10 ml d phase sont coules dans une colonne Biorad de 14 mm de diametre, et equilibres av c 50 ml de 
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tampon d'equilibration : borat 10 mM d un debit d 1 ml/min. Toute la chromatographie s' ff ctue & un debit 
de 1 ml/min. Le milieu de reaction contenant du MPEG 5.000-rHV2-Lys47 obt nu en A. st dilue au 1/10 av c 
de I'eau de facon d avoir une solution d 1 0 mM borat . On obti nt un echantillon d'environ 250 ml qui est depose 
sur la colonne de Q-Sepharose. La colonne est lavee avec 50 ml de tampon d' equilibration, puis i'elution s'ef- 
5 fectue avec 10 ml de tampon borate 10 mM pH 8,5, NaC1 1 M f et la colonne est reequilibree dans du tampon 
d'equilibration. On recupere un echantillon de 20 ml contenant rHV2-Lys47 libre et le MPEG 5.000-rHV2-Lys47, 
qui correspondent aux 10 ml de I'elution plus les 10 premiers ml de la reequilibration de la colonne. 

2. Chromatographie sur phase inverse RP300 . 

10 

Toute la chromatographie se fait d un debit de 1 ml/min. On utilise une colonne Aquapore RP300 de dia- 
metre 95 mm et de longueur 250 mm (Applied Biosystems) et une HPLC Hewlett Packard HP 1090. 

Le pH de I'echantillon obtenu en 1 , contenant rHV2-Lys47 libre et du MPEG 5.000-rH V2-Lys47, est abaisse 
d 2 avec du tampon d'equilibration TFA 1 0 mM dans I'eau, ce qui augmente le volume a: 35 ml final . 5 ml d'echan- 

15 tillon sont injectes sur la colonne RP300, puis la colonne est lavee avec du tampon d'equilibration de facon & 
eliminer les sels presents dans I'echantillon. L'elution s'effectue alors par un gradient de 40 min, allant de 0 d 
1 00% acetonitrile, contenant du TFA 1 0 mM , puis la colonne est lavee avec 1 0 a 20 ml de tampon d'equilibration. 
L'elution des proteines est suivie par une mesure de la DO & 21 5 nm. L'operation est effectuee 7 fois de facon 
d chromatographier les 35 ml de I'echantillon. Un chromatogramme est presente d la figure 1 . Deux fractions 

20 sont recuperees : 

- la fraction 1 correspond au pic dont le temps de retention est de 1 5 min. et contient rHV2-Lys47 libre. 

- la fraction 2 correspond aux pics dont les temps de retention sont compris entre 1 9 et 22 min., et contient 
le MPEG 5.000-rHV2-Lys47. 

La comparaison des pics d'elution de rHV2-Lys47 (fraction 1) et du MPEG 5.000-rHV2-Lys47 indique que 
25 plus de 95% de rHV2-Lys47 est couple au MPEG 5.000. 

Les 7 fractions 1 contenant rHV2-Lys47 libre obtenus lors des 7 chromatographies sont melangees, puis 
lyophilisees toute la nuit f et reprises dans du tampon PBS (voir tableau). On procede de la meme facon pour 
les 7 fractions 2 contenant le MPEG 5.000-rHV2-Lys47. 

La sequence N-terminale du conjugue obtenu a pu etre determinee normalement, ce qui indique que le 
30 MPEG 5.000 active ne se fixe pas sur la fonction amine terminate de rHV2-Lys47. 

EXEMPLE 4 : Couplage du PEG 50.000 active avec de I'hirudfne rHV2-Lys47. 

A. Conjugaison du PEG 50.000 a rHV2-Lys47. 

35 

2g (environ 40 umole) de PEG 50.000 active de I'exemple 2 sont melanges a 2 mg (environ 280 nmoles) 
de rHV2-Lys47 dans 5 ml de tampon borate 100mM & pH 8,4. Le milieu de reaction est Iaiss6 24h d 4°C sous 
agitation. Le PEG 50.000 active se desactivant rapidement au contact avec I'eau, 2g de PEG 50.000 active 
contenus dans 5 ml de tampon borate 100mM sont rajoutes dans le milieu de reaction toutes les 24h, 4 fois 
40 de suite. On recupere 36 ml d'une solution de PEG 50.000-rHV2-Lys47. 

B. Purification du conjugue PEG 50 000-rHV2-Lys47 

Comme pour le MPEG 5.000-rHV2-Lys47, la purification du conjugue PEG 50.000-rHV2-Lys47 se fait en 
45 2 etapes : 

i) une chromatographie d'echange d'anions et, 

ii) une chromatographie de phase inverse. 

1. Chromatographie d'echange d'anions sur Q-Sepharose . 

50 

10 ml de phase sont coules dans une colonne Biorad de 14 mm de diametre, et equilibres avec 50 ml de 
tampon d'equilibration : borate 10 mM d pH 8,5 & un debit de 1 ml/min. Toute la chromatographie s'effectue a 
un debit de 1 ml/min. Le milieu de reaction contenant du PEG 50.000-rHV2-Lys47 obtenu en B. est dilue au 
1/10 avec de r au d facon d avoir une solution & 10mM borate. On obtient un echantillon d'environ 360 ml 
55 qui est chromatographie sur la colonne de Q-Sepharos en 3 fois. 120 ml d'echantillons sont deposes sur la 
colonne de Q-Sepharose qui est ensuite lavee avec 50 ml de tampon d'equilibration, puis l'elution s'effectue 
avec 10 ml de tampon borat 10 mM pH 8,5, NaC1 1 M, et la colonn est reequilibre dans du tampon d'equi- 
libration. On recupere un echantillon de 40 ml contenant rHV2-Lys47 libre et le PEG 50.0OO-rHV2-Lys47, qui 
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corr spond nt aux 10 ml d reiution plus les 30 premi rs ml d la r66quilibration de la colonn . 
2. Chromatographie sur phase inverse Lichrosphfere RP8 

5 Toute la chromatographie se fait a un debit de 1 ml/min. On utilise une colonne Lichrosph&re RP8 5u 

(Hewlett Packard) de diametre 4 mm et de longueur 125 mm et une HPLC Hewlett Packard HP 1090. 

Le pH de I'echantillon obtenu en 1 contenant rHV2-Lys47 libre et du PEG 50.000-rHV2-Lys47 est abaiss6 
a 1, 5 avec 200 uJ de TFA pur. La colonne est equilibree dans du tampon d'equilibration (TFA 10mM, eau). 20 
ml d'echantillon sont injectes sur la colonne RP8, puis la colonne est lavee avec du tampon d'equilibration de 

10 facon a eliminer les sels presents dans I'echantillon. L'eiution s'effectue alors par un gradient en 40 min, allant 
de 0 a 100% acetonitrile contenant du TFA 10mM v et la colonne est Iav6e avec 10 a 20 ml de tampon d'equi- 
libration. L'eiution des proteines est suivie par une mesure de la DO a 215 nm. L'operation est effectu£e 2 fois 
de facon a chromatographier les 40 ml de I'echantillon. Un chromatogramme est represente a la Figure 2. Deux 
fractions sont recuperees: 

15 - la fraction 1 correspond au pic dont le temps de retention est de 15 min. et contient rHV2-Lys47 libre. 

- la fraction 2 correspond aux pics dont les temps de retention sont compris entre 20 et 30 min. et contient 
le PEG 50.000-rHV2-Lys47. 

La comparison des pics d'elution de rHV2-Lys47 (fraction 1) et du PEG 50.000-rHV2-Lys47 (fraction 2) 
indique que plus de 70% de rHV2-Lys47 est couple au PEG 50.000. 
20 Les 7 fractions 1 contenant rHV2-Lys47 libre obtenus lors des 2 chromatographies sont melangees, puis 
lyophilisees toute la nuit, et reprises dans du tampon PBS. On precede de la mdme facon pour les 2 fractions 
2 contenant le PEG 50.000-rHV2-Lys47. 

EXEMPLE 5 : quantification et activity des conjugu6s obtenus 

25 

La quantification des conjugu6s obtenus dans les exemples 3 et 4 a 6te effectu6e par 3 methodes diffe- 
rentes : 

- la chromatographie analytique sur phase inverse (HPLC analytique), 

- le test d'activite antithrombine, et 
30 - ('analyse des abides amines 

a) Chromatographie analytique 

On utilise une colonne Lichrosphere RP8 5u (Hewlett Packard) de diametre 4 mm etde longueur 125 mm 
35 et une HPLC Hewlett Packard HP 1090. Le debit est de 1 ml/min. pendant toute la chromatographie. 

La colonne Lichrosphere RP8 est Equilibree dans un tampon d'equilibration acetonitrile 30%, TFA 10 mM, 
eau 70%. Environ 25 ug de PEG-rHV2-Lys47 contenus dans 500 uJ de PBS sont injectes sur la colonne, et 
apres lavage de la colonne avec le tampon d'equilibration, reiution s'effectue par un gradient en 40 min allant 
de 30 a 65% acetonitrile dans de I'eau contenant du TFA 1 0mM, puis la colonne est reequilibree dans !e tampon 
40 d'equilibration. L'6lution des proteines est suivie par une mesure de la DO a 215 nm, caracteristique des pro- 
v teines. La surface des pics d'elution presents sur le chromatogramme est proportion nelle a la quantite de pro- 
teine injectee sur la colonne. Une chromatographie d'une quantite connue de rHV2-Lys47 dans les memes 
conditions que ceiles decrites ci-dessus, permet de correier la surface du pic d'elution a la quantite de rHV2- 
Lys47 injectee. 

45 

b) activite anti-thrombotique 

L'activite de I'hirudine est dosee par un test d'inhibition de la thrombine. Le substrat utilise dans ce test 
est du Chromozyme PL (Tosyl-glycyl-prolyl-lysine-4-nitranilide acetate) qui est cliv6 par la thrombine et libera 
50 un chromophore qui absorbe la lumiere a 410 nm. 

La vitesse d'apparition du chromophore depend de la quantite de thrombine active pr6sente dans le milieu 
de reaction. En presence d'hirudine, la thrombine est inhib6e et la vitesse d'apparition du chromophore est 
plus lente. 

55 Produits utilises pour le t st d'activite : 

- rHV2-Lys47 : 2,5 mg/m! conserve dans la glace 

- Thrombine : 3,3 ^g/ml (1 U/ml), dans du tampon cinetique, conserv6e dans de la glace 
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- Chromozyme PL (Boehring r) : 6,66 mg/ml cons rve a temperatur ambiant 

- Tampon cinetique : 

Tris HCI 50 mM 
NaCI 0,1 M 
0,1 % PEG 6000 
pH 7,9 

Thermostate a 37°C. 

La reaction est suivie a 41 0 nm dans u n spectrophotometre thermostate a 37°C par un bain marie. Entre 
0 et 1 00 til d'hirudine sont melanges, dans une cuve de spectrometre en plastique de 1ml, a 50ul de thrombine 
dans le tampon de cinetique de facon a avoir un volume final de 980 uJ. Les cuves sont preincubees 3 min. a 
37°C pour que I'hirudine puisse se fixer a la thrombine. 20 ui de chromozyme sont rajoutes dans chaque cuve 
et, apres agitation la DO est lue a 410 nm toutes les minutes pendant 3 minutes. Le resultat est donne en 
DO/min. 

L'activite specif ique de rHV2-Lys47 etant connue (1 5.000 ATU/mg), le dosage de l'activite du conjugue per- 
met de le quantifier. 



c) analyse des acides amines 
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L'analyse d'acides amines est effectuee de maniere classique. Le conjuge est hydrolyse par des vapeurs 
d'HCI 6N, puis les acides amines sont conjugues au Phenyl isothiocyanate (PITC) dans du n-heptane a 5%, 
qui absorbe la lumiere a 254 nm. Les conjugues d'acides amines sont injectes surune colonne de phase inverse 
C18, puis sont elues en utilisant un gradient permettant de separer les differents conjugues. La conjugaison 
des acides amines au PITC et la chromatographie se font sur un analyseur d'acides amines Applied Biosystems 
1 30A. Le temps de retention sur la colonne de phase inverse, est specif ique de chaque conjugue d'acide amine. 
Une solution standard de conjugues d'acides amines permet de def inir ces temps de retention et de quantifier 
les acides amines presents dans I'hydrolysat du conjugue de rHV2-Lys47. Connaissant la composition en aci- 
des amines de rHV2-Lys47, on peut determiner la quantite exacte de rHV2-Lys4 7 ainsi analysee. 

Les resultats obtenus pour les conjugues des exemples 3 et 4 sont donnes dans le tableau I ci-dessous. 



TABLEAU 1 


Exemple 


Volume ml 


Quantification (en ug) 


HPLC analytique 


Test d'actlvite 


Analyse d'acides amines 


3 


17 


8200 


8000 


9194 


4 


1.7 


1688 


1070 


1208,8 



30 



35 



40 



45 



Le fait que pour ces deux exemples, les tests d'activite donnent des resultats de quantification, voisins de 
ceux obtenus par HPLC analytique ou analyse d'acides amines montre dairement que pres de 1 00% des conju- 
gues PEG-hirudine obtenus sont actifs (entre 85 et 98% pour I'exemple 3 et entre 63 et 88% pour I'exemple 
4). 

Ces resultats permettentd'envisagerleuremploi ulterieur comme agent anti-thrombotique sans necessiter 
une purification supplemental des conjugues actifs. 

EXEMPLE 6 : Mesure de la constante d'inhibition de Thirudine rHV2-Lys47 et de ses deux conjugues 
du MPEG 5.000 et du PEG 50.000. 
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L'analyse de la constante d'inhibition est effectuee selon la met node decrite par R.S. Stone et J. Hofs- 
teenge dans Biochemistry, 1986, 25, pages 4628, et Biochemistry, 1991, 4, pages 295-300. 

L'hirudine inhibe la thrombine selon un mecanisme de type competitif. La constante d'inhibition peut done 
etre calculee comme suit : 

Ki' 



Ki = 

Ki = constante d'inhibition, 
Ki' = constante d'inhibition apparente, 
Km = 3,63 uM = constante de Michaetis, et 
S = concentration de substraL 



1 + S/K M 



, avec 
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Ki' t S p uvent &tr mesures. 

Les r6sultats obtenus sont donnes dans le Tableau II ci-dessous. 



TABLEAU II 


Inhibiteur 


Ki' (pM) 


Ki(pM) 


rHV2-Lys47 


29,30 1,77 


1,03 


MPEG 5000-rHV2-Lys47 


28,78 1,43 


1 


PEG 50 000-rHV2-Lys47 


34,12 1,04 


1,19 



La fixation de MPEG 5.000 ou de PEG 50.000 n'af fecte pas la constante d'inhibition du complexe rHV2- 
Lys47-thrombine. Ces resultats montrent que les conjugues PEG-hirudine sont des inhibiteurs de la thrombine 
aussi efficaces que I'hirudine iibre. 

EXEMPLE 7 : Tests de pharmacocinetique in vivo 

Pour evaluer la demi-vie de rHV2-Lys47 Iibre et du PEG-rHV2-Lys47 dans le plasma des rats, 2 types d'ex- 
periences ont et6 effectuees : 

- experience sur une courte periode : elle ne dure que 5 a 6 h maximum pendant lesquelles les rats sont 
anesthesias ; 

- experience sur une longue periode : elle dure 48 h et les rats sont conscients pendant toute la duree de 
I'experience. 

Pour les experiences on utilise des rats de la souche Sprague Dawley de 300 g. 5 jours avant le debut 
des experiences, les rats sont separes dans des cages individuelles, ils sont acclimates a un cycle jour- nuit 
de 13h, et ils ont de I'eau et de la nourriture a voionte. 

Les echantillons de sang sont recoltes dans des tubes en plastique contenant une solution de citrate de 
sodium 3,2%, a un rapport de 1 volume pour 4 volumes de sang. 

Le plasma est prepare a partirdu sang dans les 10 min suivant la collecte par une centrifugation a 4.000 
g pendant 5 min a temperature am biante. Les echantillons de plasma sont stockes a -80°C. Le conjugue em- 
ploye est le MPEG 5.000-rHV2-Lys47, pour Tex p6rience sur une courte peYiode etle MPEG 5.000-rHV2-Lys47 
ainsi que le PEG 50.000-rHV2-Lys47 pour I'experience sur une longue periode. 

a) Experience sur une courte periode 

Chaque experience est effectuee en parallele sur 2 rats. Le jour de I'experience les rats sont anesthesles 
par une administration de pentobarbital de sodium (50 mg/kg) par voie intra pentoneale. Un catheter est place 
dans la veine jugulaire droite pour administer 500 ng de rHV2-Lys47 sous forme fibre (contrdle) ou conjuguee. 
Un second catheter est plac6 dans la carotide gauche pour collecter les echantillons de sang. 

Des 6chantillons de sang sont collectes avant I'injection de rHV2-Lys47 ou de PEG-rHV2-Lys 47 (to), et a 
5 min, 10 min, 20 min, 1 h, 2h, 4h, 5h et 6h apres I'injection. 

b) Experience sur une longue periode 

Chaque experience est effectuee en parallele sur 2 rats. Le jour de I'experience 500 ug de rHV2-Lys47 
sous forme Iibre (contrdle) ou conjuguee, sont admin istres dans la veine de la queue des rats. Les echantillons 
de sang sont collectes sous une anesthesie douce a Pet her, a partir de la veine de la queue du rat, avant re- 
jection de rHV2-Lys47 ou de PEG-rHV2-Lys 47 (to), et a 5 min, 8h et 24h apres I'injection. Excepte a ces mo- 
ments, les rats sont conscients pendant toute la duree de ('experience. 

c) Analyse des echantillons de plasma 

La quantite de rHV2-Lys47 sous forme Iibre (contrdle) ou conjuguee est determine par un test ELISA et 
par un test d'activit6 dans les essais sur une courte periode. On effectue une gamme etalon avec une solution 
de rHV2-Lys47 ou de MPEG 5.000-HV2-Lys47 bien quantif iee, diluee dans du plasma recolte a to, de facon a 
§tre dans des conditions similaires a cedes des echantillons preleves. Les echantillons de plasma sont dilues 
dans du tampon cinetique pour que la concentration en rHV2-Lys47 soit comprise dans la gamme etalon. Dans 



8 
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les ssais sur une longue period , la quantite de rHV2-Lys47 sous forme libre ou conjuguee (au MPEG 5.000 
et PEG 50.000) est determinee par un test d 'activite antithrombine. L s r£sultats de ces analyses sont donnas 
sur I s graph s repres ntes Figure 3 pour I s essais sur une courte period , et Figure 4 pour les essais sur 
une longue p&riode. II existe une degradation C-terminale de rHV2-Lys47 dans le plasma, ce qui explique la 

5 difference de r£sultats de quantification obtenus par le test ELISA et par le test d'activite. En ef fet, un des 2 
anticorps utilises pour le test ELISA reconnait la partie C-terminale de rHV2-Lys47, et ne reconnait done plus 
les molecules degradees restees actives. 

Cependant on observe que, pour une meme quantite de rHV2-Lys47 injectee aux rats sous forme libre ou 
sous forme de conjugue au MPEG 5.000, la concentration plasmatique de MPEG 5.000-rHV2-Lys47 est 7 a 

10 8 fois superieure a cede de rHV2-Lys47 libre. Pour une mfime eff icacite d'inhibition, on peut done injecter 7 a 
8 fois moins de MPEG 5.000-rHV2-Lys47 que de rHV2-Lys47 libre. 

Les resultats de pharmacocinetique presentes a la Figure 4, conf irment que le temps de demi-vie du MPEG 
5.000-rHV2-Lys47 est augmente par rapport a celui de rHV2-Lys47. Par contre celui du PEG 50.000-rHV2- 
Lys47 est nettement sup6rieur aux deux precedents. En effet, 3 heures aprfcs I'injection, on mesure une activite 

15 antithrombine superieure a 50% chez les rats traites avec le conjugue PEG 50.000-rHV2-Lys47 et d'environ 
30% chez les rats traites avec le conjugue MPEG 5.000-rHV2-Lys47 par rapport a I'activite inrtialement me- 
suree avant injection. On mesure une activite antithrombine inferieure a 10%, 8 heures apres rinjection de rats 
avec Thirudine sous forme libre. 

Le cout de production du MPEG 5.000-rHV2-Lys47 prepare selon I'invention n'etant que faiblement aug- 

20 mente par rapport au coutde production derHV2-Lys47 libre, I'utilisation du MPEG 5.000-rHV2-Lys47 en phar- 
macologic peut Stre d'un cout nettement diminue par rapport a I'utilisation de rHV2-Lys47. 



Revendications 
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1. Procede de preparation d'un conjugue poly6thyleneglycol(ou derives)-peptide (PEG-peptide) comprenant 
les etapes d'activation du polyethyleneglycol ou ses derives (PEG) dans un solvant anhydre approprie, 
de recuperation du PEG active et de couplage du PEG active avec le peptide, caracterise en ce que le 
PEG est active a I'aide d'un agent d'activation choisi parmi le carbonyldiimidazole, le N-hydroxysuccini- 

30 mide, et le 2,3,5-trichloroformiate et la recuperation du PEG active est effectu6e par precipitation a partir 

du melange d'activation a I'aide d'un solvant organique hydrophobe. 

2. Procede selon la revendication 1 , caracterise en ce que le solvant organique hydrophobe est choisi parmi 
les solvants a pratiques apolaires ou peu polaires. 

35 

3. Procede selon I'une des revendications 1 ou 2, caracterise en ce que le solvant organique hydrophobe 
est choisi parmi les ethers aliphatiques et les hydrocarbures. 

4. Procede selon Tune des revendications 1 a 3, caracterise en ce que le solvant organique hydrophobe est 
s6lectionn6 parmi P6ther ethylique, le pentane, I'hexane ou I'heptane, de preference l'6ther ethylique. 

5. Procede selon I'une des revendications 1 a 4, caracterise en ce que le precipite est ulterieurement f iltre 
puis lyophilise. 

6. Procede selon I'une des revendications 1 a 5, caracterise en ce que la reaction d'activation est effectuee 
45 dans un solvant anhydre approprie choisi parmi les solvants aprotiques polaires. 

7. Procede selon I'une des revendications 1 a 6, caracterise en ce que le solvant anhydre est choisi parmi 
le dioxane, le dimethylformamide, I'acetonitrile, le dimethylsulfoxyde ou le tetrahydrofurane. 

so 8. Procede selon I'une des revendications 1 a 7, caract6rise en ce que le PEG a un poids moleculaire compris 
entre 2.000 et 100.000, avantageusement compris entre 2.000 et 50.000, et est choisi parmi le polyethy- 
leneglycol et les monoesters aliphatiques en C r C 6 du polyethyleneglycol. 

9. Procede selon I'une des revendications 1 a 8, caracterise en ce que I'agent d'activation est le carbonyl- 
55 diimidazole. 

10. Procede selon la revendication 9, caracterise en ce qu le rapport molaire entre I'agent d'activation et I 
PEG est compris entr 5 et 50, de preference compris entre 10 et 20. 

9 
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11. Procede selon I'un des revendication 16 10, caracterise n ce que le peptide st de I'hirudin ou un d 
ses variants. 

12. Precede de preparation d'un conjugue polyethylen gtycol(ou derives)-hirudin (PEG-hirudin ) compre- 
nant: 

a) ('activation du polyethyleneglycol ou ses derives (PEG) par reaction avec le carbonyldi imidazole 
dans un solvant anhydre approprie, 

b) la recuperation du PEG active par precipitation a I'aide d'un solvant hydrophobe, 

c) la condensation du PEG active sur i'hirudine ou ses variants en milieu faiblement alcalin, et 

d) la purification du conjugue obtenu. 

13. Procede selon la revendication 12, caracterise en ce que la reaction d'activation est effectuee dans un 
solvant anhydre approprie choisi parmi les solvants aprotiques polaires. 

14. Procede selon Tune des revendications 12 ou 13, caracterise en ce que le solvant anhydre approprie est 
selectionne parmi le dioxane, le dimethylformamide, I'acetonitrile, le dimethylsulfoxyde ou ie tetrahydro- 
furane. 

15. Procede selon Tune des revendications 12 a 14, caracterise en ce que le solvant organique hydrophobe 
est choisi parmi les solvants aprotiques apolaires ou peu polaires. 

16. Procede selon Tune des revendications 12 a 15, caracterise en ce que le solvant organique hydrophobe 
est choisi parmi les ethers aiiphatiques et les hydrocarbures. 

17. Procede selon Tune des revendications 12 a 16, caracteris6 en ce que le solvant hydrophobe est choisi 
parmi Tether ethylique, le pentane, I'hexane ou I'heptane, de preference l'ether ethylique. 

18. Procede selon Tune des revendications 12 a 1 7, caracterise en ce que le rapport molaire entre le carbo- 
nyldiimidazoie et le PEG est compris entre 5 et 50, de preference est compris entre 10 et 20. 

19. Procede selon I'une des revendication 12 a 18, caracterise en ce que le conjugue obtenu est purifie par 
les deux etapes successives suivantes : 

- de chromatographic sur echange d'anions pour eliminer I'exces de PEG qui n'aurait pas reagit, et 

- de chromatographie de phase inverse pour separer le conjugue obtenu de I'hirudine libre restduelle. 

> 

20. Procede selon Tune des revendications 12 a 19, caracterise en ce que le PEG a un poids moieculaire 
compris entre 2.000 et 100.000, avantageusement compris entre 2000 et 50.000 et est choisi parmi le 
polyethyleneglycol, ou les monoesters aiiphatiques en C-i-Ce du polyethyleneglycol. 

21. Conjugue polyethyleneglycol(ou derives)-hirudine (PEG-hirudine), caracterise en ce que le polyethyle- 
neglycol ou ses derives (PEG) est lie a I'hirudine sur au moins une fonction amine du peptide, differente 
de la fonction amine terminate, a Texception de cette fonction amine terminale. 

22. Conjugue selon la revendication 21 , caracterise en ce que plus de 60% en poids des conjugues ont une 
activit6 anti-thrombotique. 

23. Conjugue selon I'une des revendications 21 ou 22, caracterise en ce que le PEG a un poids moieculaire 
compris entre 2.000 et 100.000, avantageusement 2.000 et 50.000, et est choisi parmi le polyethylene- 
glycol, ou les monoesters aiiphatiques en CrCe du polyethyleneglycol. 

24. Conjugue selon I'une des revendications 21 a 23, obtenu selon le procede de I'une des revendications 
12 a 20. 

25. A titre de medicament, le conjugue selon I'une des revendications 21 a 23, pour le traitement des throm- 
boses. 
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